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近年，ヒト等の哺乳動物の体内に遊離型 D-アミノ酸が
存在し，さまざまな生理的機能を有することが明らかにさ
れている。たとえば，D-アスパラギン酸は松果体実質細
胞に存在し，メラトニン合成・分泌抑制1, 2）や精巣ライ
ディッヒ細胞のテストステロン産生の亢進などに関与し3, 4），
D-セリンは哺乳類の脳内に存在し，神経伝達に関与する
N-Methyl-D-aspartate（NMDA）受容体のグリシン結合部
位のコアゴニストとして機能することが明らかとなってい
る5）。また D-アラニンはラットの膵臓に存在し，血糖値の
制御 6）に関与することが推定されている。このような背
景において，食品中の D-アミノ酸の生成機構や機能が注

目されている。
先にわれわれは，日本酒中にさまざまな D-アミノ酸が

存在することを明らかにした7）。特に生酛（きもと）造り
の日本酒中の D-アミノ酸濃度が高い傾向を見出し，それ
らの D-アミノ酸は日本酒の旨味や総合評価を高めること
を明らかにした 8）。本研究では，生酛造り，乳酸菌添加生
酛造り，速醸酛造りの日本酒醸造工程で採取されたサンプ
ル中の D-アミノ酸含有量を高速液体クロマトグラフィー
で定量するとともに，生酛から単離された乳酸菌基準株 2
株の D-アミノ酸生産とゲノム上にコードされているアミ
ノ酸ラセマーゼホモログ遺伝子の網羅的発現と酵素科学的
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Summary
We measured all of the D-amino acids in 37 samples taken in 3 kinds of sake brewing processes (Kimoto, Kimoto 
adding starter latctic acid bacteria, and Sokujomoto) and 4 samples of sake rice using high-performance liquid chro-
matography.  We found that D-Asp, D-Glu, D-Ala, and D-Val were produced in all three sake brewing proceses, but 
D-His, D-Arg, and D-Pro were detected only in Kimoto.  D-Ile and D-Phe were detected only in Kimoto adding start-
er lactic acid bacteria.  D-Leu was detected in Kimoto adding starter latctic acid bacteria and Sokujomoto but not 
in Kimoto.  Most of these D-amino acid concentrations increased from Fukuremae to Modosi period.  The D-amino 
acid concentrations observed were diff erent in each brewing process, and the highest amount of D-Asp (32.1 µM), 
D-Glu (25.3 µM), and D-Ala (160.8 µM) were contained in Kimoto at Jousou period.  In contrast, sake rice contained 
D-Asp, D-Ala, D-Val, D-Glu, and D-Ser, but all of their concentrations were under 1 µM. Lactic acid bacteria type 
culture strains (Lacobacillus sakei NBRC 15893 and Leuconostoc mesenteroides NBRC 102480) isolated from Kimoto pro-
duced D-amino acids (for L. sakei: D-Ala, D-Glu, and D-Asp; for L. mesenteroides: D-Ala, D-Glu, and D-Lys).  We found 
that all of the gene products of the amino acid racemase homologue genes from L. sakei and L. mesenteroides 
showed alanine, glutamate, aspartate, lysine, or histdine racemase activity.  Accordingly, Kimoto is one of eff ective 
methods to increase D-amino acid contents in sake.  The D-amino acids in sake were produced by lactic acid bacte-
ria in Kimoto, and the amino acid racemases of the lactic acid bacteria probably catalyze the synthesis of various 
D-amino acids in the organisms.
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性質の解明を行い，日本酒中の D-アミノ酸の生成機構を
明らかにすることを目的としている。

実験方法

1．実験材料
菊正宗酒造株式会社の生酛造り，乳酸菌添加生酛造り，
速醸酛造りの日本酒醸造工程（二日目，膨れ前，戻し，上
槽）で採取した液体画分（33 サンプル）と原料米（兵庫
県産兵系酒 18 号，福井県産五百万石，兵庫県産山田錦，
滋賀県産日本晴） 4 サンプルの合計 37 サンプルを分析試
料として用いた。各日本酒醸造工程でのサンプルの採取時
期をFig. 1 に示した。

2．原料玄米の遊離 D-アミノ酸の抽出
　玄米 10 g を上皿天秤で量りとり，ミルで 5分間粉砕
した後，その米粉を 250 µmのふるいにかけた。ふるいを
通過した米粉を 15 ml 容のファルコンチューブ 2本に 0.5 
g ずつ入れ，20 mM クエン酸 -リン酸緩衝液（pH 8.0）を
4.5 ml ずつ加えて上下に激しく混合した後（0.1g-原料玄
米 /ml-緩衝液），25℃で 15 分間超音波処理を 2回行った。
超音波処理後，13,000rpm（15,700 × g）で 15 分間遠心分
離し，その上清をそれぞれ分析試料として用いた。得られ
た 2つの分析値の平均値と標準偏差（SD）を算出した。

3．分析試料の除タンパク質
上記 2で得られた上清にトリクロロ酢酸を添加し夾雑タ
ンパク質を変性後，水酸化ナトリウムを加えて中和し，遠
心分離後の上清のアミノ酸含有量を高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）で測定し定量した。

４．分析試料中の D-及び L-アミノ酸のキラル誘導化
分析試料中の D-及び L-アミノ酸は，OPA/NAC法また

は FLEC/ADAM法でキラル誘導体化後，HPLCで分析し
た。サンプルの分析はそれぞれ２回ずつ行った。得られた
2つの分析値の平均値と標準偏差（SD）を算出した。

OPA/NAC法
試料溶液 60 µl に１%四ホウ酸ナトリウム溶液 40 µl を
加えた後，1 % N-アセチル -L-システイン（NAC），
1.6% o-フタルアルデヒド（OPA）溶液をそれぞれ 20 µl
ずつ加え試料中のアミノ酸をキラル誘導化した。その反応
液 10 µl を HPLCで分析した9）。

FLEC/ADAM法
試料溶液 10 µl に 500 mM ホウ酸ナトリウム（pH 9.0）
を 10 µl 加えた後，1 mM（（+）-1-（9-フルオレニル）エチ
ルクロロホルメート（FLEC）溶液を 20 µl 添加し 40℃で
インキュベートした。30 分後，40 mM 1-アミノアダマン
タン（ADAM）溶液を 25 µl 加え過剰の FLEC を除去し
た。15 分後，50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.0）を
35 µl 添加し誘導体化反応を停止した。その反応液 5 µl を
HPLCで分析した10）。

5．生酛由来乳酸菌の D-アミノ酸生産
　 生 酛 由 来 の 乳 酸 菌 基 準 株 で あ る 乳 酸 桿 菌

（Lactobacillus sakei NBRC 15893） 及 び 乳 酸 球 菌
（Leuconostoc mesenteroides subsp. sake NBRC 102480）を，
MRS 培地（200 ml）を入れた三角フラスコ（500 ml 容）
で振とう培養（100 rpm）した。培養開始 3, 6, 9, 12, 15, 
18, 24, 39, 48, 69 時間後，培養液（5 ml）を無菌的に採取
し，その遠心上清中の D-及び L-アミノ酸含有量をHPLC
で測定し定量した。

6． 生酛由来乳酸菌のアミノ酸ラセマーゼホモログのク
ローニングと活性測定
生酛由来の乳酸菌基準株である乳酸桿菌（L. sakei 
NBRC 15893）及び乳酸球菌（L. mesenteroides subsp. sake 
NBRC 102480）のゲノム上にコードされているアミノ酸
ラセマーゼホモログ遺伝子（Ls-aspr，Ls-murI，Ls-alr；
Lm-mur, Lm-alr1, Lm-alr2, Lm-alr3）をそれぞれポリメラー
ゼ連鎖反応（PCR）で増幅し，pET21b ベクターにクロー
ニングした。構築した７種のベクターをそれぞれ
Escherichia coli BL21（DE3）に形質転換し各挿入遺伝子
を発現後，得られた遺伝子産物をそれぞれNi-NTA カラ
ムクロマトグラフィーで精製し酵素科学的性質を検討した。
アミノ酸ラセマーゼ活性は，各種 D-及び L-アミノ酸を基
質として用い，30℃で酵素反応させた後，生成するエナン
チオマーを HPLC で定量し測定した 9, 10）。酵素 1 U は
30℃で 1分間に 1 µmol のエナンチオマーを生成する酵素
量とした。

結果と考察

1． 原料玄米と醸造工程で採取したサンプル中の D-及び
L- アミノ酸の含有量
まず各種原料玄米中の D-アミノ酸濃度を測定したとこ
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ろ，すべての原料玄米中には D-アスパラギン酸，D-アラ
ニン，D-バリン，D-グルタミン酸がそれぞれ含まれてい
ることが明らかとなった。しかし D-セリンは兵庫県産山
田錦と滋賀県産日本晴にのみ含まれていた。これらの結果
から，D-セリン濃度は原料玄米の産地や品種によって異
なることが明らかとなった。また今回仕込みに用いた原料
玄米中の D-アミノ酸の濃度はいずれも 1 µM以下であっ
た。一般に日本酒醸造に用いられる精米歩合 50-70％の原
料米中には D-アスパラギン酸および D-バリンが 0.1 µM
以下しか含まれていないかったこと11），今回仕込み時には
精米原料米 1 kg に水を 1.3ℓを加えたこと（0.77 g- 精米
原料米 /ml- 水）を考慮すると，Fig. 2 から日本酒原料米
中の D-アミノ酸は，日本酒中の D-アミノ酸含有量にはほ
とんど影響を及ぼさないことが明らかとなった。
仕込み後 2日目のサンプル中には，乳酸菌添加生酛造り
では D-アスパラギン酸，D-アラニン，D-バリン，D-イソ
ロイシン，D-フェニルアラニン，D-プロリンが，速醸酛
造りでは D-アスパラギン酸，D-バリンがそれぞれ存在す
ることが明らかとなった（Fig. 3）。D-アラニン，D-イソ
ロイシン，D-フェニルアラニンは乳酸菌添加生酛造りの
サンプル中には検出されたが速醸酛造りの試料中には検出
されなかったことから，乳酸菌添加生酛中に存在する乳酸
菌によってこれらの D-アミノ酸が生産されることが明ら
かとなった。
膨れ前のサンプル中には，生酛造りでは D-アスパラギ
ン酸，D-グルタミン酸，D-アラニン，D-セリン，D-バリ
ン，D-ヒスチジン，D-アルギニン，D-プロリンが，乳酸
菌添加生酛造りでは D-アスパラギン酸，D-グルタミン酸，
D-アラニン，D-バリン，D-プロリンがそれぞれ存在する
ことが明らかとなった（Fig. 4）。D-セリンは生酛造りの
サンプル中には検出されたが乳酸菌添加生酛造りのサンプ
ル中には検出されなかったことから，生酛に存在する微生
物によって D-セリンが生産されることが明らかとなった。
戻しのサンプル中には，生酛造りでは D-アスパラギン
酸，D-グルタミン酸，D-アラニン，D-セリン，D-バリン，
D-ヒスチジン，D-アルギニン，D-プロリンが，乳酸菌添
加生酛造りでは D-アスパラギン酸，D-グルタミン酸，D-
アラニン，D-バリン，D-ロイシンが，速醸酛造りでは D-
アスパラギン酸，D-グルタミン酸，D-アラニン，D-バリ
ン，D-ロイシンがそれぞれ存在することが明らかとなっ
た（Fig. 5）。また D-セリン，D-ヒスチジン，D-アルギニ
ン，D-プロリンは生酛造りのサンプル中には検出された
が乳酸菌添加生酛造り，速醸酛造りのサンプル中には検出
されなかったことから，生酛に存在する微生物によって
D-セリン，D-ヒスチジン，D-アルギニン，D-プロリンが
生産されることが明らかとなった。
上槽のサンプル中には，生酛造りでは D-アスパラギン

酸，D-グルタミン酸，D-アラニン，D-セリン，D-バリン，
D-プロリンが，乳酸菌添加生酛造りでは D-アスパラギン
酸，D-グルタミン酸，D-アラニン，D-バリンが，速醸酛

造りでは D-アスパラギン酸，D-グルタミン酸，D-アラニ
ン，D-バリンがそれぞれ存在することが明らかとなった
（Fig. 6）。サンプル中の D-アスパラギン酸，D-グルタミ
ン酸，D-アラニンの濃度は，いずれも生酛造りが最も高
いことが明らかとなった。生酛造りでは Lactobacillus sakei
の 最 大 増 殖 量 は 約 1× 109 cells/ml，Leuconostoc 
mesenteroidesの最大増殖量は約 1× 108 cells/ml，乳酸菌
添加生酛造りでは Lactobacillus sakeiの最大増殖量は約 4
× 108 cells/ml，Leuconostoc mesenteroidesの最大増殖量は
約 3× 107 cells/ml であることから，これらの D-アミノ
酸濃度の違いには，酛中の乳酸菌の影響が大きいことが明
らかとなった。
またサンプル中の D-アラニンと D-バリンの濃度は，乳

酸菌添加生酛造りより速醸酛造りの方が高いことが明らか
となった（Fig. 6）。これは速醸酛造りでは開放系の酒母
には多量（約 1× 105 cells/ml）の Micrococcus属等の好
気性微生物が発生し死滅することが知られており，これら
の微生物が生産する D-アミノ酸の影響であると考えられ
る。
以上の結果から，生酛造り，乳酸菌添加生酛造り，速醸
酛造りの醸造工程中には D-アラニン，D-アスパラギン酸，
D-グルタミン酸が存在し，D-アラニン，D-アスパラギン
酸，D-グルタミン酸は乳酸菌の菌数が最大となる膨れ前
から戻しにかけて増加することが明らかとなった（Fig. 4, 
Fig. 5）。また，これらの D-アミノ酸濃度は，醸造方法に
よって大きく異なり，特に生酛造り，乳酸菌添加生酛造り
の醸造工程中のサンプル中に D-アミノ酸が多量に含まれ
ていることが明らかとなった（Fig. 6, Fig. 7）。これらの
結果から，日本酒中の D-アラニン， D-アスパラギン酸，
D-グルタミン酸は，生酛造り及び乳酸菌添加生酛造りの
醸造に関与する乳酸菌によって主に生産されることが明ら
かとなった。

2．生酛由来乳酸菌の D-アミノ酸生産
生酛由来の乳酸基準株である乳酸桿菌（L. sakei NBRC 
15893）が D-アラニン，D-グルタミン酸，D-アスパラギ
ン酸を，乳酸球菌（L. mesenteroides subsp.sake NBRC 
102480）が D-アラニン，D-グルタミン酸，D-リシンを培
養液中に分泌生産することを見出した。D-アミノ酸生産
量は，MRS培地で培養すると，L. sakei NBRC 15893 では，
D-アラニン（最大濃度 1.2 mM; 培養時間 39 h），D-グル
タミ ン酸（最大一定濃度 0.87 mM; 培養時間 48 h），D-ア
スパラギン酸（最大一定濃度 0.27 mM; 培養時間 48 h）の
順に，また L. mesenteroides subsp.sake NBRC 102480 では，
D-グルタミン酸（最大一定濃度 0.47 mM; 培養時間 69 h），
D-アラニン（最大濃度 0.25 mM; 培養時間 24 h），D-リシ
ン（最大一定濃度 0.09 mM; 培養時間 24 h）の順に高く，
両微生物間で D-アミノ酸生産能が違うことが明らかと
なった（Fig. 7）。
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3． 生酛由来乳酸菌のアミノ酸ラセマーゼホモログの酵素
科学的性質
生酛由来の乳酸菌基準株である乳酸桿菌 （L. sakei 
NBRC 15893）から，アラニンラセマーゼ，グルタミン酸
ラセマーゼ，アスパラギン酸ラセマーゼのホモログ遺伝子
（Ls-alr; Ls-murI; Ls-aspr） を， ま た 乳 酸 球 菌（L. 
mesenteroides subsp. sake NBRC 102480）からグルタミン
酸ラセマーゼ及び 3種のアラニンラセマーゼホモログ遺伝
子（Lm-mur；Lm-alr1; Lm-alr2; Lm-alr3）をクローニング
し，大腸菌で発現することに成功した。また，Ls-alr， Ls-
murI， Ls-asprの遺伝子産物を精製し，酵素活性を測定し
たところ，それぞれ，アラニンラセマーゼ（精製酵素の比
活性：7.4 U/mg），グルタミン酸ラセマーゼ（41.1 U/mg），
アスパラギン酸ラセマーゼ（43.2 U/mg）活性を示すこと
が明らかとなった。一方，Lm-mur，Lm-alr1，Lm-alr2，

Lm-alr3の遺伝子産物を精製し，酵素活性を測定したとこ
ろ，それぞれグルタミン酸ラセマーゼ（精製酵素の比活
性：9.6 U/mg），アラニンラセマーゼ（27.1 U/mg），リシ
ンラセマーゼ（16.2 U/mg），ヒスチジンラセマーゼ（12.7 
U/mg）活性を示すことが明らかとなった。これまでヒス
チジンに特異的に作用するアミノ酸ラセマーゼの報告はな
く，本酵素が最初の例である。また日本酒中には D-ヒス
チジンが存在していることから7），日本酒中の D-ヒスチジ
ンは本酵素によって生成されていると考えられる。
以上の結果から，生酛造りは，日本酒中の D-アミノ酸

濃度を増加させる醸造方法であり，日本酒中の D-アミノ
酸の多くは生酛中に存在する乳酸菌によって生成すること
が明らかとなった。またこの乳酸菌による D-アミノ酸の
生成には，乳酸菌体内に存在するさまざまなアミノ酸ラセ
マーゼが関与すると考えられる。
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Fig. 3　 Comparison of D-amino acid contents in brewing process（Second day）

 Symbols: ■■, Kimoto adding starter lactic acid bacteria;    ■■, Sokujomoto
Data were expressed as mean ±SD（n = 2）.

0

200

400

600

800

1000

D
-A

m
in

o
ac

id
co

nc
.(
μM

)

D-Asp D-Glu D-Ala D-Ser D-Val D-Leu D-Ile D-Phe D-His D-Arg D-Pro
Fig. 4　 Comparison of D-amino acid contents in brewing process (Fukuremae)

 Symbols: ■■, Kimoto; ■■, Kimoto adding starter lactic acid bacteria
Data were expressed as mean ±SD（n = 2）.
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Fig. 5　 Comparison of D-amino acid contents in brewing process（Modoshi）
 Symbols: ■■, Kimoto; ■■, Kimoto adding starter lactic acid bacteria; ■■, Sokujomoto
Data were expressed as mean ±SD（n = 2）.

Fig. 6　 Comparison of D-amino acid contents in brewing process（Jousou）
 Symbols: ■■, Kimoto; ■■, Kimoto adding starter lactic acid bacteria; ■■, Sokujomoto
Data were expressed as mean ±SD（n = 2）.

Fig. 7　 Comparison of total D-amino acid contents in brewing process
 Symbols: ■■, Kimoto; ■■, Kimoto adding starter lactic acid bacteria; ■■, Sokujomoto
Data were expressed as mean ±SD（n = 2）.

Fig. 8　D-Amino acid production of Kimoto lactic acid bacteria
a）Lactobacillus sakei NBRC 15893   Symbols: ●●, D-Ala; ◆◆, D-Asp; ●●, D-Glu 
b）Leuconostoc mesenteroides subs. sake NBRC 102480   Symbols: ●●, D-Ala; ●●, D-Glu; ◆◆, D-Lys 
Data were expressed as mean ±SD（n = 2）.
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